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中文摘要 
 N-乙醯葡萄糖胺（NAG）是天然多醣類幾丁質水解的最終產物，近年
來發現其具有許多生物功能。本研究所使用的幾丁質酶(chitinase)是從台南
縣稻田土壤中篩選出來的一株細菌所分泌出來的，經菌種鑑定分析為新屬
新種，並以發現地命名為 Chitinibacter tainanensis。先前 Chen等人研究發
現該菌可將幾丁質顆粒分解成可溶性的還原糖 NAG，將 α-chitin 轉化成
NAG的產率達 75%，β-chitin可達 98%，但未對胞外幾丁質酶做進一步研
究。於本研究中，我們記錄 Chitinibacter tainanensis於 LB培養液中(含 1 
mg/mL β-chitin)0~20 小時的生長曲線，結果發現 Chitinibacter tainanensis
於 14小時菌數達最高峰。利用試管幾丁質水解實驗，比較培養 14小時的
菌體與培養液的上清液兩者水解幾丁質的能力，發現培養液的上清液有明
顯活性，證明了此幾丁質酶為胞外分泌蛋白。再者，經由不同培養液測試
有無幾丁質誘導物的添加實驗中，發現 Chitinibacter tainanensis都能分泌
出幾丁質酶，因此推測此幾丁質酶可能是非誘導性酵素。將培養完後的上
清液，先以 30 %硫酸銨沉澱過濾雜蛋白後，再以 75 %硫酸銨沉澱，此可
達到初步純化與濃縮。本實驗中利用疏水性、離子交換樹脂以及分子篩分
離純化目標蛋白質，並以 SDS-PAGE與酵素圖譜活性法分析幾丁質酶分子
量大小與活性位置。實驗結果發現，利用疏水性層析管柱純化後，約於 33、
66.2及 120 kDa分子量處有幾丁質酶活性顯示。在Native-PAGE實驗中發
現，經由疏水性層析管柱純化後的蛋白質分佈，集中於較大的分子量上，
由此推測 Chitinibacter tainanensis的胞外幾丁質酶可能是一群CDFs。利用
Superdex 75管柱已純化出約 33 kDa分子量的幾丁質酶。在幾丁質酶平板
活性實驗中，比較純化前與純化後活性差異，結果顯示純化後的幾丁質分
解的範圍明顯大於未純化的上清液粗蛋白。未來，我們將建立胞外幾丁質
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酶活性分析的定量方法並選殖胞外幾丁質酶基因，此將作為生產重組幾丁
質酶的基礎。  
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英文摘要 
N-acetyl glucosamine (NAG) is the final hydrolysis product of a natural 
polysaccharide, chitin. It has been found to have many biological functions. 
Previously, Chen et al’s study had found the bacteria, Chitinibacter tainanensis, 
can degrade chitin particles into soluble reducing sugar, NAG. However, they 
don’t further investigate the extracellular chitinase. In this study, we recorded 0 
~ 20 hours growth curve of Chitinibacter tainanensis in LB medium 
(containing 1 mg / mL β-chitin), and found that Chitinibacter tainanensis 
bacterial reached a growth peak at 14 hours. Comparing the chitinase activity 
between bacteria pellet and culture supernatant by chitin degradation assay, we 
found that only the latter has enzymatic activity, which was suggested as an 
extracellular chitinase. Furthermore, with or without chitin induction, 
Chitinibacter tainanensis can secrete chitinase, suggested that chitinase may be 
a non-inductive enzyme. After the culture supernatant was first precipitated 
with 30% ammonium sulfate to filtrate contaminating proteins, and then with 
75% ammonium sulfate precipitation, this can be achieved initial purification 
and concentration. In this study, we purified target chitinase by hydrophobic, 
ion-exchange and gel filtration chromatography. SDS-PAGE and zymogram 
assay had been performed to analyze chitinase activity as well as their 
molecular weight. Our results showed that they display chitinase activity around 
molecular weight of 33, 66.2 and 120 kDa after hydrophobic chromatography. In the 
Native-PAGE experiment, we found that the distribution of chitinases purified 
from hydrophobic chromatography shift to the larger molecular weight, which 
indicated that Chitinibacter tainanensis extracellular chitinase may be a group 
of CDFs. In addition, we have purified the chitinase with the molecular weight 
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of 33 kDa by Superdex 75 chromatography. In the chitinase plate assay, we 
compare the chitinase activity before and after hydrophobic chromatography. 
The results showed that the purified chitinase from hydrophobic 
chromatography range significantly greater than the non-purified supernatant 
crude protein. In the future, we will establish the quantitative methods of 
extracellular chitinase analysis. Cloning of extracellular chitinase genes is the 
future work in this study as the basis of the future production of recombinant 
enzyme.  
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一、前言 
1. 幾丁質(chitin) 
幾丁質最早在1811 年由Braconnot在蘑菇中加入氫氧化鈉加熱處理，
發現不溶於水的物質，而命名為「Fungine」。1823年Odier 在昆蟲表面硬
角皮部分也發現類似物，將之命名幾丁質為「Chitin」，原意是希臘語“包
裹物”之意(Khoushab and Yamabhai, 2010)。幾丁質是一種長鏈的結構多醣
由 β-1,4-linked N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) 所構成，其分子式為
(C8H13NO5)n。在自然界中存在於真菌的細胞壁，昆蟲和其它節肢動物的外
骨骼中，為自然界中分佈最廣的醣類之一，其含量僅次於纖維素
(cellulose)。 
幾丁質在結晶形式的排列分為以下幾種：α-幾丁質（反平行鏈運行），
有在於大部分昆蟲及甲殼類屬的外骨骼，結構緻密質地也較堅硬，是自然
界中幾丁質最普遍也最穩定的構型(圖一)(Ogawa et al., 2011)。 
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圖一、幾丁質在結晶形式的排列：α-幾丁質（反平行鏈運行）(Ogawa et al., 2011)  
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β-幾丁質（鏈並行運行），組織較為鬆散，有在於烏賊軟骨 (圖
二)(Kobayashi et al., 2010)；γ-幾丁質（混合並行/反平行鏈），藻類或真菌
所含之幾丁質屬之。 
 
圖二、幾丁質在結晶形式的排列：β-幾丁質（鏈並行運行）(Kobayashi et al., 2010) 
 
幾丁質的結構為類似纖維素結構的直鏈聚合物，與其差別在於幾丁質
C2 位置上為乙醯胺基（-NHCOCH3）取代。幾丁質經去乙醯化作用則會
去除部份或全部乙醯基，得到幾丁聚醣其分子式為(C6H11NO4)n，C2 位置
上為胺基（-NH2）（圖三）。幾丁聚醣通常是由幾丁質去乙醯化（deacetylation）
所得其結構式，幾丁聚醣最早在1859 年由Rouge 將Chitin 放入高濃度的
KOH 溶液中加熱，得到一種改良的甲殼素，命名為「Chitosan」。幾丁質
去乙醯化常用的方法有熱鹼法及酵素法，熱鹼法是利用高溫強鹼進行去乙
醯化，優點是製程簡單、成本低廉但鹼液不易處理。酵素法是利用幾丁質
去乙醯酵素（Chitin deacetylase）進行去乙醯反應，優點不會對分子鏈產生
降解且沒有鹼液污染問題，但作用時間長、反應效率低和成本貴，所以不
常用。在許多絲狀真菌的細胞壁中，含有大量的幾丁質或幾丁聚醣，因此
利用真菌法也可得到幾丁聚醣(Kurita, 1998)。 
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圖三、幾丁質、幾丁聚醣與纖維素結構式比較。(Krajewska, 2005) 
 
2. 幾丁聚醣的生合成 
以 M. rouxii 菌株而言，合成幾丁聚醣的過程，屬於一種有次序的反應
(tandem action)，幾丁質合成酶 (chitin synthase)是包裹在幾丁質體
(chitiosome)上之 16S 次單元體(subunit)，經活化後，會利用 UDP-GlcNAc
作為基質進行聚合反應而生成鏈狀的幾丁質聚合物，然後再經過幾丁質去
乙醯酶 (chitin deacetylase)進行去乙醯基反應，此酵素並不會利用
UDP-GlcNAc 的單元體或雙元體作為基質反應，只會對初期形成的幾丁質
鏈有較高的活性，Davis(1984)等人認為這是因為 GlcNAc 單元受到幾丁質
合成酶的催化，會先形成一過渡的鏈狀聚合物，此階段的幾丁質較易受到
幾丁質去乙醯酶的作用而產生幾丁質聚醣，當已形成結晶狀的幾丁質後，
對此酵素的抵抗性便增加了(袁國芳, 2001)。 
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Davis(1984)等人同時認為幾丁質體上 16S 次單元體在細胞膜上的排列
緊密度會影響到相關酵素的作用(圖四)，若 16S 次單元在膜上的排列十分
緊密，會促進幾丁質鏈的結晶化成纖維狀；若次單元體排列較為分散，對
去乙醯酶的親和性會提高，而生成幾丁聚醣；若排列更鬆散，則對幾丁質
分解酶(chitinase)的親和性同樣也會提高，那麼，幾丁質便被分解大多數的
幾丁質分解酶的活性為內切反應(endo-activity)，主要產物為較長鏈的分子
片段；有時會有為外切反應(exo-activity)，則主要產物為 N-乙醯幾丁二醣，
由這樣的控制模式，決定了微生物細胞壁中幾丁類物質的種類及物理化學
的特性。 
 
圖四、在 Mucor rouxii 中，幾丁質和幾丁聚醣生合成的控制模式(Davis and 
Bartnicki-Garcia, 1984) 
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3. 幾丁質酶(chitinase) 
幾丁質酶屬於醣苷水解酶(Glycoside Hydrolase)，幾丁質酶依照氨基酸
序列又分為 18、19 家族(http://www.cazy.org/fam/acc_GH.html)。幾丁質酶
依作用型式分為外切型幾丁質酶（exochitinase）、內切型幾丁質酶
（ endochitinase ）、N-乙醯葡萄糖胺酶（N-acetylglucosaminidase）。內切
型幾丁質酶為隨機切位在幾丁質內部，可水解幾丁質產生小分子的 N-乙
醯幾丁寡醣(Blaak et al., 1993)。外切型幾丁質酶為必須先辨認幾丁質的非
還原端，才進行水解，例如幾丁二醣酶（chitobiosidase）在幾丁質的非還
原端以乙醯幾丁二醣的方式釋放。N-乙醯葡萄糖胺酶為將內及外幾丁酶的
產物，再分解為單體的 β-N-乙醯葡萄胺糖(Koga et al., 1997)。 
 
圖五、幾丁質酶依作用型式：內切型幾丁質酶 (Endochitinase)、外切型幾
丁質酶(Exochitinase) 
 
在第 18 家族的幾丁質酶胺基酸序列中，含有兩段與酵素活性有關的
保留序列：「SXXG」和「DXXDXDXE」(Watanabe et al., 1993)，有些成員
除了可水解幾丁質和其衍生物之外，亦具有溶菌酶 (lysozyme) 的活性。  
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4. 幾丁質酶的反應機制 
幾丁質酶水解幾丁質時，依產生螺旋異構物的不同，可分為保留
(retention)及反轉 (inversion)兩種方式。在細菌幾丁質酶以保留機制
(retention)為主，大麥、大豆葉及山藥之幾丁質酶則以反轉機制(inversion)
為主(圖五)。 
 
圖六、醣類水解酵素之水解機制(Davies and Henrissat, 1995) 
 
5. 轉醣苷活性(Transglycosylation) 
幾丁質一直以來有顯著的生物活性和工業實際用途。近年來幾丁質的
self-assembly和 hierarchical 的功能在生物材料領域已引起相當大的興趣。
在一些特定的氫鍵分子的立體裂縫中，長鏈的幾丁質有較高耐化學腐蝕性
與難溶於常用的溶劑中。因此，標準的化學合成方法不適合生產這些生物
聚合物。利用酵素進行合成特定的幾丁聚醣，成為科學家熱門研究之一。
在 1964 年 Sharon 在溶菌酶發現一種 Transglycosylation 的機制(圖六)，可
以合成出不同長度的幾丁聚醣。 
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圖七、溶菌酶在受質反應路徑(Kuroki et al., 1999) 
 
另外在 2011 年 Henrik Zakariassen 等人發現，將第 18 家族的幾丁質酶
的醣受質的結合部位胺基酸突變後，發現有一種特殊的轉醣苷活性的現象。
在幾丁質酶將幾丁質水解後糖苷鍵斷裂，形成一個帶正電的 GlcNAc 產物
oxazolinium 離子中間體引來水與下一個受質鍵結成新的產物(圖七)。轉醣
苷活性對於開發不同片段的幾丁聚醣有著很大的潛能，例如在食品、醫療
和農業等領域。 
 
圖八、轉醣苷活性(Transglycosylation)(Zakariassen et al., 2011)  
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6. 幾丁聚醣應用 
6.1.1 在生物醫學的應用 
生物醫學性質中(1)幾丁質與幾丁聚醣無毒性，無刺激性，是一種非常
安全的機體用材。(2)從幾丁質與幾丁聚醣的大分子結構來看，它們既具有
與植物纖維素相似的結構，又具有類似人體骨膠原組織的結構。這種雙重
的分子結構賦予了幾丁質與幾丁聚醣極好的生物醫學特性，例如它們與人
體組織具有很好的相容性，而且可被人體內的溶菌酶分解和吸收等。(3)
具有抑菌、消炎、止血、鎮痛、促進傷口癒合等功能。這一特性為幾丁質
及其衍生物在醫藥衛生領域獲得廣泛應用奠定了基礎。 
 
6.1.2 在家禽、畜、水產養殖的飼料添加劑的應用 
其主要通過以下 5 個方面發揮作用：(1)幾丁聚醣調節腸道菌群平衡，
可以降低有害病原菌的數量，增加有益菌種的數量；(2)促進消化吸收，幾
丁聚醣可以通過增加小腸絨毛的長度和高度來幫助個體對營養物質和礦
物質吸收的增加；(3)降血脂作用，在飼料中添加幾丁聚醣能有效的降低飼
養動物的血脂，尤其是膽固醇和甘油三酯的降低作用更符合現代人健康的
需要；(4)調節免疫作用，幾丁聚醣可以增加機體的體液免疫和細胞免疫，
提高動物的存活率；(5)促進生長作用，幾丁聚醣能增加豬仔血清中生長激
素(GH)和胰島素生長因子 I 的量，促進豬仔生長。(Zhang et al., 2012) 
 
6.1.3 在食品工業中的應用 
在幾丁聚醣酸溶液中加入一定量的 ZnCl2溶液，可以得到 Zn
2+幾丁聚
醣複合物。其對荔枝的保鮮效果研究表明，浸泡過 Zn2+幾丁聚醣塗膜保鮮
劑的荔枝保鮮效果最佳。Zn2+幾丁聚醣塗膜保鮮劑能有效地阻止荔枝水分
的散失，減緩果皮褐變速度，防止維生素 C 損失，保持果實中酸含量，減
緩澱粉等物質轉化為葡萄糖速度，延緩果實採後自熟速度。儲藏時間也有
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所延長，保鮮 5 天後表現仍很好。在低溫下處理效果更佳，可達 25 天，
貨架期 2~3 天。由於 Zn2+幾丁聚醣成膜的孔徑控制了荔枝呼吸作用，所以
保鮮效果較理想。 
 
6.1.4 在農業中的應用 
在農業上，用幾丁質處理的植物種子，可以增加抗病蟲害的能力，提
高產量。幾丁聚醣可以作為土壤改良劑防治土傳病害(Soil-borne disease)、
用作種衣劑(Seed coating agent)防治種傳病害、用於果蔬保鮮控制收穫後病
害，還可以作為植物生長調節劑、植物病害誘導劑，促進植物生長、誘導
提高植物的廣譜抗病性(Broad spectrum resistance)。幾丁聚醣抑制植物病害
具有多重機制。 
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二、研究目的 
N-乙醯葡萄糖胺（N-acetyl-glucosamine, NAG）是天然多醣類幾丁質水
解的最終產物，近年來發現其具有許多生物功能，包括抑制腫瘤細胞血管
生成、生長與分化，於脊椎動物中具抗氧化效果等。(Ohnuma et al., 2012)
在傳統製備NAG是採用濃鹽酸水解法。近年來利用酵素水解法，已使產物
更為純淨，可獲得天然的NAG。因此，結合幾丁質酶的研究，將使幾丁質
的利用更具有發展性。 
 
本研究所使用的幾丁質酶(chitinase)是從台南縣稻田土壤中篩選出來
的一株細菌所分泌出來的，經菌種鑑定分析為新屬新種，並以發現地命名
為 Chitinibacter tainanensis。先前 Chen 等人研究發現該菌可將幾丁質顆粒
分解成可溶性的還原糖 NAG，將 α-chitin 轉化成 NAG 的產率達 75%，
-chitin 可達 98%，但未對胞外幾丁質酶做進一步研究(Chen et al., 2011; 
Chern et al., 2004)。 
 
本論文希望完成建立胞外分泌幾丁質酶之特性分析與純化方法，未來將選
殖胞外幾丁質酶基因，此可作為生產重組幾丁質酶的基礎。所純化出的幾
丁質酶可將幾丁質分解為 NAG，此產物未來可添加於食品科學領域，作為保健
食品原料，亦可運用於生醫美容、農業領域和環境工程等。 
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三、實驗材料與儀器 
1. 材料和藥品 
Acetic acid V193-44 
Acetone 32201 
40% Sol Acrylamide:Bis=37.5:1 4970A00 
Ammonium sulfate A4418 
Agar RM026-500G 
Bromphenol Blue B5525 
Chitinibacter tainanensis 食品工業發展研究所/ BCRC 
17254T 
Glycine GLN001 
LB BROTH LENAAOX 9D11398 
LM Marker Protein M W Marker PMM0710 
Sodium acetate 3460-01 
Sodium chloride 4058-05 
Sodium Phosphate (Na2HPO4) 
4062-01 
Sodium Phosphate (NaH2PO4) 
3818-01 
TCA 0414-01 
Tween X-100 X198-07 
Tetracycline T3258 
Pierce
®
 BCA Protein Assay Kit 23225 
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2. 實驗儀器 
分光光度計 Thermo BIOMATE 3 
高速離心機 HITACHI himac CR 22 G 
電泳照相系統 GE Healthcare Image Scanner III 
蛋白質純化系統 Ä KTA prime plus 
去離子水製造機 Millipore-RO 10(18.2MΩ-cm) 
電源供應器 Bio-Rad PowerPac Basic 300V 
高壓蒸氣滅菌鍋 HL-340 HUXLEY 
無菌操作台炬安儀器行 CHWEN Meei 4VF 
酵素免疫分析儀 ELISA reader Bio-tek μQuant 
位相差顯微鏡 OLYMPUS CX41RF 
微電腦桌上型 pH 器 SUNTEX/R.OC SP-2300 
無油式耐腐蝕真空幫浦 KNF N840.3FT.18 
細菌培養箱 721S WISDOM 
冷凍微量離心機 HERMLE Z233 MK-2 
蛋白質濃縮機 
直立式冷凍離心機 
Labscale TFF System - Millipore 
5910 KUBOTA 
醱酵槽 B.E.Marubishi Bioneer-5L 
氧氣質流控制器 Firstek HAS-HFC-202 
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四、 實驗方法 
1. 微生物與幾丁質酶的生產 
實驗菌株Chitinibacter tainanensis由台灣食品工業發展研究所購買，繼
代培養基LB培養液用於菌株繼代保存、菌株活化及預培養時使用。
Chitinibacter tainanensis繼代於LB平板上，挑選單一菌落(single colony)，將
菌種培養於LB培養液，30 ℃培養14小時後，取5 mL菌液加入100 mL含1 
mg/mL α-chitin或β-chitin粉末的LB培養基中，以30 ℃、200 rpm培養，分
別在第1, 2、 5、 7、 8、 9、10、12、14、16個小時取樣，並測定其OD600、
pH值以記錄Chitinibacter tainanensis生長曲線，並利用12.5 % SDS-PAGE分
析每小時的外泌蛋白。Chitinibacter tainanensis培養14個小時後以10,000 xg 
離心20分鐘，保存上清液為幾丁質酶粗蛋白，粗蛋白保存於-20 ℃。 
 
2. 幾丁質水解實驗(Chitin degradation assays) 
Chitinibacter tainanensis 培養 30 ℃、200 rpm 14 小時後離心 10,000 xg 、
20 分鐘，分離菌體及上清液。菌體及上清液分別注入分別含： 
(1)LB medium, chitin(1 mg/mL) pH 7.4； 
(2)100 mM Na-phosphate, chitin(1 mg/mL) pH 5.0； 
(3)50 mM Tris-HCl, chitin(1 mg/mL) pH 7.4； 
(4)20mM Na-phosphate, chitin(1 mg/mL) pH 7.5的玻璃試管中進行幾丁質水
解實驗，在水解實驗中添加 50 μg/mL Tetracycline 防止雜菌與 Chitinibacter 
tainanensis 生長，於 30 ℃、200 rpm 下反應，24 小時後觀察試管內幾丁質
分解情況。 
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在不同培養液實驗中，將 Chitinibacter tainanensis 取相同菌數培養在
LB、LB+1 mg/mL α-chitin及LB+1 mg/mL β-chitin三種不同的配方培養液，
培養 30 ℃、200 rpm 14 個小時後以 10,000 xg 離心 20 分鐘，分離菌體及
上清液，將各個上清液經由 0.22 μm filter 過濾殘留的菌體，分別注入玻璃
試管內含 20 mM Na-phosphate, α-chitin (10 mg/mL) pH 7.5 與 20 mM 
Na-phosphate, β-chitin (10 mg/mL) pH 7.5兩種試劑中進行幾丁質水解實驗，
在 30 ℃、200 rpm 進行酵素反應，並觀察試管內幾丁質分解情況。 
 
3. 硫酸銨沉澱(Ammonium sulfate precipitation) 
Chitinibacter tainanensis 培養 14 個小時後以 10,000 xg 離心 20 分鐘的
上清液使用 0.22 μm filter 過濾殘留的菌體，為幾丁質酶粗蛋白，分別添加
30 %、50 %、 70 %及 95 %硫酸銨沉澱，攪拌均勻後以 10,000 xg 離心 60
分鐘去除上清液收集沉澱物，沉澱物回溶在 1 mL 的 20 mM Na-phosphate, 
pH 7.5 緩衝液中。將 30 %、50 %、70 %及 95 %硫酸銨回溶的沉澱物，分
別注入含 20 mM Na-phosphate, chitin (10 mg/mL) pH 7.5玻璃試管內進行幾
丁質水解實驗，觀察試管內幾丁質分解情況。 
 
4. 幾丁質酶的純化(Purification of chitinase) 
Chitinibacter tainanensis 外泌幾丁質酶的純化策略乃參考 Nagpure 與
Gupta 的方法(Nagpure and Gupta, 2013)，首先上清液粗蛋白利用 30%硫酸
銨沉澱以 10,000 xg 離心 60 分鐘後去除沉澱物，上清液再利用 75 %硫酸
銨沉澱以 10,000 xg 離心 60 分鐘後收集沉澱物，沉澱物回溶在 0.8 M 
Ammonium sulfate, 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 緩衝液中(緩衝液 A)，利用
蛋白質濃縮管(GE healthcare；Vivaspin 20, 10 kDa MWCO)以相同的緩衝液
透析蛋白。然後將蛋白質注入預先平衡好 Phenyl-Sephacel (1×1 mL)中，用
緩衝液 A 清洗雜蛋白。最後使用 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 緩衝液(緩
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衝液 B)流速為 30 mL/h，以階梯梯度洗脫蛋白質，每管以 1 mL 收集，並
於 280 nm 處讀取吸光值。 
 
收集經由疏水性管柱沖提出有幾丁質酶活性蛋白質的部分，利用蛋白
質濃縮管(GE healthcare；Vivaspin 20, 10 kDa MWCO)，以緩衝液 C(10 mM 
Na-phosphate, pH 8 緩衝液) 透析蛋白質。然後再將蛋白質注入預先平衡好
的 DEAE column (1×1 mL)，以緩衝液 C 清洗雜蛋白。最後使用 10 mM 
Na-phosphate, 1 M NaCl, pH 8.0 緩衝液(緩衝液 D)，流速為 30 mL/h 階梯梯
度洗脫蛋白質，每管以 0.5 mL 收集，並於 280 nm 處讀取吸光值。 
 
收集經由疏水性管柱沖提出有幾丁質酶活性蛋白質的部分，利用蛋白
質濃縮管(GE healthcare；Vivaspin 20, 10 kDa MWCO)濃縮蛋白質，用緩衝
液 E(10 mM Na-phosphate, pH 7.4 緩衝液) 平衡 Superdex 75 (1×24 mL)。然
後將蛋白質注入預先平衡好的 Superdex 75 (1×24 mL)，以 6 mL/h 洗脫蛋
白質，每管以 0.5 mL 收集，並於 280 nm 處讀取吸光值。 
 
5. 微生物與醱酵槽 
 Chitinibacter tainanensis 繼代於 LB 平板上，挑選單一菌落，將菌種培
養於 60 mL 的 LB 培養液，30 ℃培養 14 小時後，取 1 mL 菌液加入 150 mL
的 LB 培養液中，以 30 ℃、200 rpm 培養至 OD600在 1 以上。將 150 mL
培養液接種至 5 L的醱酵槽含有 3L的 LB培養液中，30 ℃、400 rpm培養，
分別在第 1、2、3、5、7、8、9、10、12、14、16 個小時取樣，並測定其
OD600及 pH 值以記錄 Chitinibacter tainanensis 生長曲線，並利用 12.5 % 
SDS-PAGE 及酵素圖譜活性分析取樣樣本。 
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6. 蛋白質電泳 SDS-PAGE 
Separating gel 
7.5 % Acrylamide, 0.375 M Tris and 0.1 % SDS (pH8.8) 
Stacking gel 
4.5 % Acrylamide, 0.125 M Tris and 0.1% SDS (pH6.8) 
Sample buffer 
0.05 M Tris, 2% SDS, 5 % glycerol, 0.2 % 2-mercaptoethanol and 0.01 % 
Bromophenol blue (pH6.8) 
一倍的電泳緩衝液(1xRunning buffer) 
0.25 M Tris and 1.92 M Glycine and 1.0 % SDS (pH 8.3) 
染色劑(Coomassie blue staining buffer) 
0.25% Coomassie blue R-250 
7% acetic acid 
25% methanol 
脫色劑(Destain buffer) 
7% acetic acid 
25% methanol 
步驟： 
1. 取6 mL separating gel加入已組好的電泳裝置，再緩緩加入純水，以隔絕
與空氣的介面。 
2. 待separating gel凝集後，倒掉上方的純水。 
3. 加入stacking gel，插入尺梳板，盡量避免氣泡產生。 
4. 將待分析的蛋白質樣本與sample buffer混合均勻，注入well中。 
5. 通電於Stacking gel為15 mA，Separating gel為25 mA。 
6. 電泳完成後，將Separating gel取出，進行染色或酵素圖譜活性分析。  
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7. Native-PAGE 
 
Separating gel 
12.5 % Acrylamide 
0.375 M Tris/HCl (pH8.8) 
Stacking gel 
 4.5 % Acrylamide 
0.125 M Tris/HCl (pH6.8) 
Sample buffer 
0.05 M Tris/HCl (pH6.8) 
5 % glycerol 
0.01 % Bromophenol blue 
一倍的電泳緩衝液(1xRunning buffer) 
 0.25 M Tris/HCl (pH 8.3) 
1.92 M Glycine 
步驟： 
7. 取6 mL separating gel加入已組好的電泳裝置，再緩緩加入純水，以隔絕
與空氣的介面。 
8. 待separating gel凝集後，倒掉上方的純水。 
9. 加入stacking gel，插入尺梳板，盡量避免氣泡產生。 
10. 將待分析的蛋白質樣本與sample buffer混合均勻，注入well中。 
11. 通電於Stacking gel為15 mA，Separating gel為25 mA。 
12. 電泳完成後，將Separating gel取出，進行染色或酵素圖譜活性分析。 
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8. TCA蛋白質沉澱 
 
步驟： 
1. Sample + TCA 比例 4:1(例如:Sample 為 1 mL, 則 TCA 加 250 μL)。 
2. Mix 均勻後 -20 ℃冰箱放置 1 hrs 以上 或 -80 ℃冰箱放置 30 min。 
3. 離心 1,8000 rpm, 10 min, 4℃去除 supernatant。 
4. 加入 Acetone 500 μL Mix 均勻(要將 pellet 打散)，每次離心 1,8000 rpm, 
10 min, 4℃去除 supernatant，重複三次  
5. 加熱 40 ℃以上 5 min~10 min 去除殘餘的 Acetone。 
6. 加入蛋白質電泳的 Sample buffer 25 μL mix 加熱 100 ℃, 10 min。 
7. 如果加熱完畢後 sample 顏色為黃綠色則用 Triethylamine 調整 pH 值。 
8. 跑蛋白質電泳前，離心 1,8000 rpm, 10 min，取 20 μL 跑蛋白質電泳。 
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9. 硝酸銀染色法(Silver statining) 
進行活性電泳時與上述之SDS-PAGE電泳條件相同，硝酸銀使用GE 
Healthcare PlusOne Silver Staining Kit, Protein (Code No. 17-1150-01)。 
 
Fixing solution 
40 % ethanol 
10 % glacial acetic acid 
Sensitizing solution 
 30 % ethanol 
 0.2 % Sodium thiosulphate (Na2S2O3) 
 0.5 M sodium acetate 
 使用前每25 mL加入125 L glutardialdehyde (25 % w/v) 
Silver solution 
 Silver nitrate (AgNO3) 0.25 % 
使用前每25 mL加入10 L formaldehyde (37 % w/v) 
Developing solution 
 2.5 % Sodium carbonate 
使用前每25 mL加入20 L formaldehyde (37 % w/v) 
Stop solution 
 1.46 % EDTA-2Na‧2H2O 
步驟： 
1. 膠體浸泡在25 mL Fixing solution，70 rpm、30分鐘。 
2. 去除Fixing solution，膠體浸泡在25 mL Sensitizing solution，70 rpm、30
分鐘。 
3. 去除Sensitizing solution，膠體以RO水洗3次，每次70 rpm、5分鐘。 
4. 膠體浸泡在25 mL Silver solution，70 rpm、20分鐘。 
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5. 去除Silver solution，膠體以RO水洗2次，每次70 rpm、1分鐘。 
6. 膠體放置在25 mL Developing solution反應，直到染出band，立即去除
Developing solution。 
7. 倒入25 mL Stop solution反應70 rpm、10分鐘，最後換成RO水至儀器掃
描膠體即可。 
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10. 酵素圖譜活性分析(Zymogram assay) SDS-PAGE 
幾丁質酶酵素圖譜檢測參考(Bertheau et al., 1984)的方法，進行電泳時與
上述之 SDS-PAGE 電泳條件相同，但下層膠添加 0.01%(W/V) glycol chitin
或 0.01%(W/V)粉狀幾丁質，以及 sample buffer 不含 β-mercaptoethanol，混
合後之分析樣品不需加熱。 
1. 電泳跑完取出下層膠體，將膠體置於 50 mL的 10 mM Sodium acetate pH 
6, 1%(v/v) Triton X-100 搖洗 37 ℃、70 rpm、15分鐘重複兩次。 
2. 將膠體置於 50 mL 10 mM Sodium acetate pH 6，酵素反應 37 ℃、70 rpm、
4 小時。 
3. 酵素反應結束後，將膠片放置含有 0.025% (w/v) Coomassie blue-G250, 
25% isopropanol, 10% acetic acid 染色液 37 ℃、70 rpm、4 小時進行染
色。 
4. 倒掉染色液後再將膠體置於 25% methanol, 10% acetic acid 的退染液 37 
℃、70 rpm、1 小時，最後換成 RO 水至儀器掃描膠體即可。 
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11. 酵素圖譜活性分析(Zymogram assay) Native-PAGE 
幾丁質酶酵素圖譜檢測參考(Bertheau et al., 1984)的方法，進行電泳時與
上述之Native-PAGE電泳條件相同，但下層膠添加 0.01%(W/V) glycol chitin，
以及 sample buffer 不含 β-mercaptoethanol 以及 SDS，混合後之分析樣品不
需加熱。 
1. 電泳跑完取出下層膠體，將膠體置於 50 mL的 10 mM Sodium acetate pH 
6, 搖洗 37 ℃、70 rpm、15分鐘一次。 
2. 將膠體置於 50 mL 10 mM Sodium acetate pH 6，酵素反應 37 ℃、70 rpm、
4 小時。 
3. 酵素反應結束後，將膠片放置含有 0.025% (w/v) Coomassie blue-G250, 
25% isopropanol, 10% acetic acid 染色液 37 ℃、70 rpm、4 小時進行染
色。 
4. 倒掉染色液後再將膠體置於 25% methanol, 10% acetic acid 的退染液 37 
℃、70 rpm、1 小時，最後換成 RO 水至儀器掃描膠體即可。 
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12. 蛋白質濃度測定(Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay) 
稀釋白蛋白標準品(Albumin Standard，BSA) 
1. 濃度分別稀釋為 2,000 μg/mL、1,500 μg/mL、1,000 μg/mL、750 μg/mL、
500 μg/mL、250 μg/mL、125 μg/mL、25 μg/mL BSA。 
2. 取 10 μL 不同濃度之 BSA 置入 96 well plate 中，當 Standard。 
3. 再加入一格 10 μL 的 PBS，當 Blank。 
4. 將待測之檢體每個也都取 10 μL 置入 96 well plate 中。 
5. 先拿一個盒子混合 kit 中的 Reagent A(200 μL/sample)＋Reagent B(4 
μL/sample)反應一分鐘。 
6. 取混合物 200 μL 進去每個含有 standsrd 及 sample 的 well 中，37 ℃反
應 30 分鐘。 
7. 測定 OD562吸光值，繪出蛋白質標準曲線。 
8. 對照標準曲線，可推測出待測樣品所含之蛋白質濃度。 
 
13. 幾丁質酶平板活性測試 (Cup-plate assays) 
幾丁質酶在平板活性測試參考 Bertheau 等人(1984)的方法。配置平板
如表 1，將培養完後的上清液粗蛋白跟純化後的幾丁質酶，經由 0.22 μm 
filter 過濾蛋白質，分別沾至 Disk 貼至平板上，記錄幾丁質被分解的範圍
大小。 
Table 1. 幾丁質酶平板配方 
藥品 濃度 
粉狀幾丁質 0.1% 
Agar 1.5% 
Sodium acetate 0.01 M 
註：利用 0.01 M acetic acid 調整 pH 值至 6 
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14. 幾丁質酶定量活性測試(Chitinase Assay Kit) 
樣本：Chitinibacter tainanensis 外泌幾丁質酶 
受質溶液(Substrate Solution 1mg/mL)：10 mg 4-Nitrophenyl 
β-D-N,N′,N′′-triacetylchitotriose (PNP-(GlcNAc)3)配置在 10 mL 0.09 M 
Citrate Buffer Solution 
停止溶液(Stop Solution)：0.4 M Sodium carbonate 
標準品溶液(Standard Solution)：5 μL 的 10 mM p-Nitrophenol Standard 
Solution + 995 μL 停止溶液 
實驗步驟: 
1. 將受質溶液和標準品溶液保溫在 37°C 數分鐘。 
2. 設定 ELISA reader 於 405 nm。 
3. 根據表 2 各反應組合添加至 96 孔盤中，混合均勻。 
Table 2. 反應試劑配方比例 
 受質溶液 樣本 標準品溶液 
空白組 100 μL --- --- 
標準品 --- --- 300 μL 
測試 90-99 μL 1-10 μL 樣本 --- 
4. 酵素反應 37°C、10 分鐘。 
5. 停止反應，除了標準溶液的孔，每孔加入 200 μL 的停止溶液。 
6. 在 405 nm 測量吸收光值。 
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五、 結果 
1. 微生物培養生長 
本研究已完成 Chitinibacter tainanensis 培養於 LB 培養液含 1 mg/mL 
β-chitin，0 ~ 20 小時生長曲線之記錄(圖九)，由 OD600值結果顯示，菌種在
0~4 小時為 Lag phase、4~12 小時 Log phase、12~14 小時 Stationary phase
而 15~20 小時 Death phase。 
 
2. 微生物幾丁質酶的生產 
培養菌種分別為1、2、5、7、8、9、10、12、14、16個小時後，以10,000 
x g 離心20分鐘，收集醱酵上清液 (幾丁質酶粗蛋白)，保存於-20℃。並
在每個時間點收集的樣本中取1 mL上清液，加入TCA(trichloroacetic acid)
沉澱蛋白質，並利用12.5 % SDS-PAGE分析每個時間點的外泌蛋白(圖十)。
結果顯示在118 kDa附近的蛋白，隨著培養時間的增加，蛋白量也隨之增
加。 
 
3. 幾丁質水解實驗 
將 Chitinibacter tainanensis 以不同的培養液分別培養後，將菌體及上
清液分別做幾丁質水解實驗並比較兩者活性差別，結果發現於不同的測試
溶液中都顯示上清液有明顯水解幾丁質的活性，但在菌體中卻無明顯水解
幾丁質的現象發生(圖十一)，實驗結果表明 Chitinibacter tainanensis 所產生
的幾丁質酶為胞外分泌蛋白。 
在有無添加誘導物質的醱酵液中，發現有無添加 α幾丁質或 β幾丁質
誘導物質的醱酵液，均有明顯水解幾丁質的活性(圖十二)，此結果說明
Chitinibacter tainanensis 所分泌的胞外幾丁質酶，不需幾丁質的誘導就能分
泌出幾丁質酶。 
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4. 幾丁質酶的硫酸銨沉澱 
 將培養 14 小時醱酵液粗蛋白以低溫離心與過濾後，經由 30%、50%、
70%及 95%硫酸銨沉澱後，將沉澱物回溶於玻璃試管中進行幾丁質水解實
驗 。結果顯示在 70%及 95%的硫酸銨沉澱物回溶後的樣本中有水解幾丁
質的活性，於 95%硫酸銨沉澱後的上清液對照組並無水解幾丁質的活性(圖
十三)。 
 
5. 幾丁質酶的純化 
將培養 14 小時醱酵液粗蛋白以低溫離心與過濾後，先利用 30%硫酸銨
沉澱、離心並去除沉澱物，以初步過濾雜蛋白。 
 
再以 75%硫酸銨沉澱蛋白質，回收沉澱物回溶於 0.8 M Ammonium 
sulfate, 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 緩衝液(緩衝液 A)，將蛋白質注入預先
平衡好的 Phenyl-Sephacel(1x1 mL)，使用 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 緩衝
液 (緩衝液 B)沖提出吸附在膠體上之蛋白質(圖十四、圖十七)。利用 7.5 % 
SDS-PAGE 分析純化後收集的樣本，結果顯示不同梯度能沖提出不同分子
量蛋白質(圖十五、圖十八)。利用酵素圖譜活性分析，呈現了約 33 kDa ~ 120 
kDa 不同大小的幾丁質酶活性(圖十六、圖十九)。 
 
收集經由疏水性管柱沖提出來具幾丁質酶活性後，利用蛋白質濃縮管
以緩衝液C進行透析。再將蛋白質注入預先平衡好的DEAE column(1x1 mL)
上，用緩衝液 C 清洗雜蛋白。最後使用 10 mM Na-phosphate, 1 M NaCl , pH 
8.0 緩衝液 (緩衝液 D) 沖提出吸附在膠體上之蛋白質(圖二十)。利用 7.5 % 
SDS-PAGE 分析純化後收集的管柱，結果顯示不同梯度能沖提出不同分子
量蛋白質(圖二十一)。 
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在使用粉狀受質的幾丁質膠片上，只呈現 65 分子量以上的幾丁質酶活
性 (圖二十二)，但在使用膠狀受質的幾丁質膠片上，則顯現了約 33、65
及 120 kDa 分子量的幾丁質酶活性 (圖二十三)。 
 
6. 醱酵槽大量表現胞外幾丁質酶 
利用醱酵槽大量表現 Chitinibacter tainanensis 胞外的幾丁質酶，收集
每小時的上清液蛋白質，經由酵素圖譜活性分析發現，每小時樣本均有幾
丁質酶的活性顯示(圖二十五)。 
 
利用疏水性管柱純化蛋白質，結果顯示大部分蛋白質於沖提梯度 100%
集中被沖提出來(圖二十六)，另外於圖二十七 Lane 5 中亦發現有兩個靠近
33 kDa 的蛋白質，經由酵素圖譜分析發現其具有幾丁質酶酵素活性(圖二
十九)，而利用硝酸銀染色觀察到其純度也高於 70%以上(圖二十八)。在圖
二十七 Lane 6 中也發現一個在 118 kDa 以上與 45 kDa 以下蛋白質，經由
酵素圖譜分析發現其具有幾丁質酶酵素活性(圖二十九)，而利用硝酸銀染
色觀察到 118 kDa 以上蛋白質其純度也高於 70%以上 (圖二十八)。以及圖
二十七 Lane 8, Lane 9 及 Lane 10 也發現一大群不同分子量的蛋白質，經由
酵素圖譜分析也發現其具有幾丁質酶酵素活性(圖二十九)。 
 
在 Native-PAGE 實驗中，分析疏水性管柱純化後的蛋白質樣本(圖二十
四 Lane 9)，經由硝酸銀染色後發現蛋白質分佈集中於大分子量的位置，並
沒有分離開(圖三十)，在酵素圖譜分析上，可對應出幾丁質酶分佈於膠體
較上方的情況(圖三十一)。 
 
經由 Superdex 75 分子篩管柱純化後(圖三十二)，經由酵素圖譜分析結
果顯示有分離出約 35 kDa 的幾丁質酶(圖三十三 Lane 4) 。 
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7. 幾丁質酶平板活性測試 
 將Chitinibacter tainanensis 培養 14小時後的醱酵液粗蛋白與經由疏水
性管柱純化後的蛋白質樣本分別滴至 Disk 後，貼於含有幾丁質的平板上觀
察，結果發現純化後的蛋白質分解的範圍明顯的大於未純化的上清液粗蛋
白(圖三十四)。  
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六、 討論 
紀錄 Chitinibacter tainanensis 生長曲線，觀察到 Chitinibacter 
tainanensis 在 14 小時之 OD600值為 Log phase 的最高峰，因此本研究均收
集 Chitinibacter tainanensis 培養至 14 小時上清液當作粗蛋白。 
 
在幾丁質水解試驗中，比較 Chitinibacter tainanensis 於醱酵上清液及
菌體的活性，發現醱酵上清液有明顯水解活性，但菌體無，由此推斷
Chitinibacter tainanensis 的幾丁質酶應為外泌蛋白質。在培養液中有無添加
幾丁質誘導物實驗中，發現兩者均有水解幾丁質的活性，因此推測此幾丁
質酶為非誘導性酵素。 
 
在幾丁質酶的純化策略中，將醱酵液粗蛋白先以 30%硫酸銨沉澱去除
雜蛋白質，再以 75 %硫酸銨沉澱蛋白質，此可達到初步純化及濃縮蛋白質
效果。 
 
利用疏水性管柱純化粗蛋白後的結果顯示，以 7.5 % SDS-PAGE 經由
硝酸銀染色與酵素圖譜活性可觀察到，於膠體中呈現了約 33 kDa ~ 120 
kDa 不同大小的幾丁質酶活性。在小量純化測試中發現粗蛋白於 Octyl 
column 之結合的能力較 Phenyl-Sephacel 低(圖十四、圖十五、圖十六、圖十
七、圖十八、圖十九)，故在大量純化策略上使用 Phenyl-Sephacel。 
 
在酵素圖譜活性分析上，本論文是第一次使用粉狀幾丁質作為受質。
在 Glycol chitin 及粉狀受質的幾丁質酶活性分析上，Glycol chitin 受質酵素
圖譜活性分析呈現出三個分子量的幾丁質酶，分別為約 33、65 及 120 kDa
分子量，但在粉狀受質的酵素圖譜活性分析結果中，卻只呈現出 65 kDa
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以上分子量的幾丁質酶活性，但在 33 kDa 分子量大小的幾丁質酶卻無法呈
現出，由此推斷 33 kDa 分子量的幾丁質酶與 65 kDa 以上分子量的幾丁質
酶，分解幾丁質的能力有很大的差異。 
 
本論文未來將會陸續努力將約 33、65 及 120 kDa 分子量的幾丁質酶純
化分離出來，再利用幾丁質活性測試套組，進一步個別檢測三種幾丁質酶
特性分析。 
 
而在 Native-PAGE 實驗中，分析疏水性管柱純化後的蛋白質樣本，經
由硝酸銀染色後蛋白質分佈呈現較大分子量的現象，而沒有分離開來。在
酵素圖譜分析上，幾丁質酶分佈於膠體上也是較大分子量的現象。由此可
推測 Chitinibacter tainanensis 的幾丁質酶可能是一群 CDFs(Chitin 
degradation factors)，對應了 2010 年由 Chen 的研究實驗結果。(Chen et al., 
2010) 
 
在幾丁質酶平板活性測試中，經由疏水性樹脂純化層析管柱純化後的
幾丁質分解的範圍大於培養後的醱酵液粗蛋白，由此可知，經純化後雜蛋
白減少，使 Chitinibacter tainanensis 所分泌之幾丁質酶酵素活性提高。 
 
未來，我們將個別純化出三種分子量大小的幾丁質酶，利用 LC-MS/MS
進行片段定序分析，並依片段的氨基酸序列選殖出 Chitinibacter tainanensis
的胞外幾丁質酶基因，並利用大腸桿菌或酵母菌表現系統，大量表現重組
幾丁質酶，再加以純化及特性分析，以進一步了解 Chitinibacter tainanensis
之幾丁質酶的酵素活性、功能與結構。  
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七、 結論 
1. 在試管的幾丁質水解實驗中，Chitinibacter tainanensis 培養後的醱
酵液上清液，明顯有降解幾丁質的能力，表明 Chitinibacter 
tainanensis 的幾丁質酶為胞外分泌酶。 
 
2. 再添加或不添加幾丁質誘導物實驗中，Chitinibacter tainanensis 培
養後的醱酵液上清液，在試管幾丁質水解實驗中均有水解幾丁質的
能力，因此推測此幾丁質酶為非誘導性酵素。 
 
3. 經由SDS-PAGE及酵素圖譜活性分析，發現Chitinibacter tainanensis
產生的胞外幾丁質酶，蛋白質分子量約為 33、65 及 120 kDa，於
Native-PAGE 硝酸硝酸銀色實驗及 Native-PAGE 酵素圖譜活性分析
顯示，Chitinibacter tainanensis 所分泌的胞外幾丁質酶可能是一群
CDFs。 
 
4. 純化 Chitinibacter tainanensis 的胞外幾丁質酶蛋白質，未來可應用
在食品科學及醫學美容領域的，作為保健食品、醫療美容及農業和
環境工程領域的原料。 
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八、 圖表 
 
圖九、 Chitinibacter tainanensis 培養在 LB 培養液(含 1 mg/mL chitin)的
生長曲線「□：OD600、■：pH 值」 
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圖十、利用 12.5 %SDS-PAGE 分析 Chitinibacter tainanensis 的外泌蛋白質 
Analysis of the secreted chitinase from Chitinibacter tainanensis by 12.5 
%SDS-PAGE. Lane M : LM Marker; Lane 1 ~ 10 : Culture was collected at1, 
2, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 14 and16 hrs , respectively. Protein was precipitated by 
trichloroacetic acid and analyzed by SDS-PAGE. Gel was stained by coomassie 
blue R-250.  
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圖十一、利用幾丁質水解實驗分析 Chitinibacter taianensis 菌體與上清液粗
蛋白對 chitin 水解活性分析 
(A). LB medium, chitin (1 mg/mL), 50 μg/mL Tetracycline, pH 7.4 
(B). 100 mM Na-phosphate, chitin (1 mg/mL), 50 μg/mL Tetracycline, pH 5.0 
(C). 50 mM Tris-HCl, chitin(1 mg/mL), 50 μg/mL Tetracycline, pH 7.4 
(D). 20mM Na-phosphate, chitin(1 mg/mL), 50 μg/mL Tetracycline, pH 7.5  
All reactions were carried out at 37 ℃ for24 hrs.  
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圖十二、利用幾丁質水解實驗分析 Chitinibacter taianensis 生長於不同培養
液條件之上清液粗蛋白的幾丁質酶活性分析  
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圖十三、利用幾丁質水解實驗分析 Chitinibacter taianensis 上清液粗蛋白，
經由 30%、50%、70%及 95%硫酸銨沉澱後，回溶沉澱物之幾丁質酶活性
分析。 
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圖十四、以 Phenyl-Sephacel 分離 Chitinibacter tainanensis 外泌蛋白質的層
析圖 
 
Column: Phenyl -Sephacel column 
Column volumn:1mL 
Flow rate: 0.5 mL/min( injection ),0.5 mL/min( elution ) 
Gradient: 1 mL 0 % ~ 100% 
Binding buffer: 0.8 M Ammonium sulfate, 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
Elution buffer: 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
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圖十五、以 7.5% SDS-PAGE 檢視經 Phenyl-Sephacel 層析法純化幾丁質酶
的過程  
7.5% SDS-PAGE analysis of purification profile of chitinase from 
secreated culture of Chitinibacter tainanensis by Phenyl–Sephacel 
chromatography. Lane M : LM Marker; Lane 1 : crude protein from 
Chitinibacter tainanensis; Lane 2 ~ 11:Elution fractions from hydrophobic 
interaction chromatography Gel was stained by silver stain. 
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圖十六、以酵素圖譜活性法分析經 Phenyl-Sephacel 層析法純化後的幾丁質
酶分佈(受質為 glycol chitin) 
7.5 %SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 2 ~ 
11:Elution fractions from hydrophobic interaction chromatography. Gel was 
stained by coomassie blue G-250. 
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圖十七、以 Octyl -Sephacel 分離 Chitinibacter tainanensis 外泌蛋白質的層
析圖 
 
Column: Octyl -Sephacel column 
Column volumn:1mL 
Flow rate: 0.5 mL/min( injection ),0.5 mL/min( elution ) 
Gradient: 1 mL 0 % ~ 100% 
Binding buffer: 0.8 M Ammonium sulfate, 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
Elution buffer: 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
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圖十八、以 7.5% SDS-PAGE 檢視經 Octyl –Sephacel 層析法純化幾丁質酶
的過程 
7.5%SDS-PAGE analysis of purification profile of chitinase from 
Chitinibacter tainanensis by Octyl –Sephacel chromatography. Lane M : 
LM Marker; Lane 1 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 2 ~ 
11:Elution fractions from hydrophobic interaction chromatography. Gel was 
stained by silver stain. 
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圖十九、以酵素圖譜活性法分析經 Octyl –Sephacel 層析法純化後的幾丁質
酶分佈(受質為 glycol chitin) 
7.5 %SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 2 ~ 
11:Elution fractions from hydrophobic interaction chromatography. Gel was 
stained by coomassie blue G-250. 
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圖二十、以 DEAE 分離 Phenyl-Sephacel 純化後蛋白質的層析圖 
 
Column: DEAE column 
Column volumn:5 mL 
Flow rate: 0.5 mL/min( injection ),0.5 mL/min( elution ) 
Gradient: 10 mL 0 %~ 100% 
Binding buffer(緩衝液 C):10 mM Na-phosphate, pH 8 
Elution buffer(緩衝液 D):1 M NaCl, 10 mM Na-phosphate, pH 8.0 
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圖二十一、以 7.5% SDS-PAGE 檢視經 DEAE 層析法純化幾丁質酶的過程 
7.5%SDS-PAGE analysis of purification profile of chitinase from secreated 
culture of Chitinibacter tainanensis by DEAE chromatography. Lane M : 
LM Marker標準品; Lane 1 :經由疏水性層析法所獲得的蛋白質; Lane 2 : 通
過 DEAE column 的蛋白; Lane 3 ~ 11:以 1 M NaCl 從 DEAE column 衝提下
來的蛋白質. Gel was stained by silver stain. 
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圖二十二、以酵素圖譜活性法分析經 Phenyl–Sephacel 層析法純化後的幾丁
質酶分佈 (受質為粉狀幾丁質) 
7.5 %SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 ~ 4 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 5 ~ 
11:Elution fractions from phenyl-Sephacel column. Gel was stained by 
coomassie blue G-250. 
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圖二十三、以酵素圖譜活性法分析經 Phenyl–Sephacel 層析法純化後的幾丁
質酶分佈(受質為 glycol chitin) 
7.5 %SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 ~ 4 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 5 ~ 
11:Elution fractions from phenyl-Sephacel column. Gel was stained by 
coomassie blue G-250.  
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圖二十四、 利用醱酵槽培養 Chitinibacter tainanensis 於 LB 培養液的生長
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圖二十五、以酵素圖譜活性法分析醱酵槽大量表現 Chitinibacter tainanensis
之胞外幾丁質酶(受質為 glycol chitin)的分佈 
7.5 % SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 ~ 11 : Culture was collected at1, 2, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16 
hrs , respectively. Gel was stained by coomassie blue G-250. 
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圖二十六、以 Phenyl-Sephacel 分離 Chitinibacter tainanensis 外泌蛋白質的
層析圖 
Column: Phenyl -Sephacel column 
Column volumn: 30mL 
Flow rate: 1 mL/min( injection ),1.5 mL/min( elution ) 
Gradient: 60 mL 0 % ~ 100% 
Binding buffer(緩衝液 A):  
0.8 M Ammonium sulfate, 10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
Elution buffer(緩衝液 B):  
10 mM Na-phosphate, pH 5.5 
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圖二十七、以 7.5% SDS-PAGE 檢視經 Phenyl–Sephacel 層析法純化幾丁質
酶的過程 
7.5% SDS-PAGE analysis of purification profile of chitinase from the 
secreted culture of Chitinibacter tainanensis by Phenyl-Sephacel 
chromatography. Lane M : LM Marker; Lane 1 : crude protein from 
Chitinibacter tainanensis; Lane 2 : Flow through fractions from ion exchange 
chromatography; Lane 3 ~ 11:Elution fractions from hydrophobic interaction 
chromatography. Gel was stained by coomassie blue R-250. 
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圖二十八、以 7.5% SDS-PAGE 檢視經 Phenyl–Sephacel 層析法純化幾丁質
酶的過程 
7.5% SDS-PAGE analysis of purification profile of chitinase from 
secreated culture of Chitinibacter tainanensis by Phenyl–Sephace 
chromatography. Lane M : LM Marker; Lane 1: crude protein from 
Chitinibacter tainanensis; Lane 2 : Flow through fractions from hydrophobic 
interaction chromatography; Lane 3 ~ 11:Elution fractions from hydrophobic 
interaction chromatography. Gel was stained by silver stain. 
 
52 
 
 
圖二十九、以酵素圖譜活性法分析經 Phenyl–Sephacel 層析法純化過程中幾
丁質酶分佈(受質為 glycol chitin)  
7.5 % SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 2 : Flow 
through fractions from hydrophobic interaction chromatography; Lane 3 ~ 
11:Elution fractions from hydrophobic interaction chromatography. Gel was 
stained by coomassie blue G-250. 
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圖三十、以 7.5% Native-PAGE 檢視經 Phenyl–Sephacel 層析法純化幾丁質
酶的過程 
7.5 %Native-PAGE analysis of purification profile of chitinase from 
secreted culture of Chitinibacter tainanensis by Phenyl–Sephacel 
chromatography.. Lane 1 : crude protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 
2 ~ 11:Elution fractions from hydrophobic interaction chromatography. Gel 
was stained by silver stain.  
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圖三十一、以 Native 酵素圖譜活性法分析經 Phenyl–Sephacel 層析法純化
過程中幾丁質酶分佈(受質為 glycol chitin)  
7.5 % Native-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane 1 : crude 
protein from Chitinibacter tainanensis; Lane 2 ~ 11:Elution fractions from 
Phenyl–Sephacel column. Gel was stained by coomassie blue G-250. 
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圖三十二、以 Superdex 75 分離 Phenyl-Sephacel 純化後蛋白質的層析圖 
Column: Superdex 75 column 
Column volumn: 24mL 
Flow rate: 0.1 mL/min( elution ) 
Buffer(緩衝液 E): 10 mM Na-phosphate, pH 7.01 
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圖三十三、以酵素圖譜活性法分析經 Superdex 75 分離後的幾丁質酶分佈
(受質為 glycol chitin) 
7.5 % SDS-PAGE zymography assay for chitinase activity. Lane M : LM 
Marker; Lane 1 : Elution fractions from Phenyl–Sephacel column fractions 
Number; Lane 2 ~ 11:Elution fractions from gel filtration chromatography. Gel 
was stained by coomassie blue G-250. 
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圖三十四、幾丁質酶平板活性測試: 
(A)Chitinibacter tainanensis 培養 14 小時後的上清液粗蛋白； 
(B)經疏水性樹脂純化層析管柱純化後的幾丁質酶 
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